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a-Amylase-resistente Starke zur Herstellung von Nahrungs- und Arzneimittein 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Zusammensetzungen. die a-1,4-D-Glucane und/oder eine 
resistente Starke daraus enthalten, zur Herstellung von Nahrungsmitteln. Die 
Erfindung betrifft ferner die Verwendung resistenter Starke als ArzneimitteL 

Ernahrungsstudien haben gezeigt, daS falsche und einseitige Ernahrung Grund 
zahlreicher Erkrankungen, beispielsweise von Darmerkrankungen und 
insbesondere von Kolonkarzinomen sind. Epidemiologische Untersuchungen 
zeigen, daS bei einer fettreichen und ballaststoffarmen Ernahrung ein erhohtes 
Risiko fur die Entstehung entzundlicher Darmerkrankungen und Kolonkrebs beim 
Menschen besteht. Ballaststoffreicher Nahrung schreibt man dagegen einen 
protektiven Effekt gegen kolorektale Erkrankungen zu. 

Die Herstellung von sog. "Functional Food", d.h. Lebensmittein, die nicht nur der 
Ernahrung dienen sondern auch die Gesundheit fordern sollen, hat daher in 
letzter Zeit zunehmend an Bedeutung gewonnen. Solche Lebensmittel sind mit 
Zusatzen mit gesundheitsfordernder Wirkung angereichert, 

Einer der Zusatze, der fur die Lebensmittelindustrie zunehmend Bedeutung 
eriangt hat, ist resistente Starke (RS), d.h. Starke, die durch a-Amylasen nicht 
abgebaut wird. Resistente Starke wird demnach im Dunndarm des gesunden 
Menschen nicht verdaut und gelangt somit in den Dickdarm. Resistente Starken in 
Lebensmittein steilen somit eine energiereduzierte, korpergebende Komponente 
im Sinne eines Ballaststoffs dar, 

Mit der Aufnahme RS-haltiger Lebensmittel sind jedoch auch noch zwei weitere 
Funktionen verkniipft, namlich die Substratbereitstellung fur den 
Energiestoflwechsel der intestinalen Mikroflora und den der 
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Dickdarmepithelzellen. Resistente Starke wird durch die intestinalen 
Mikroorganismen oxidativ zu kurzkettigen Fettsauren wie Acetat, Propionat und 
Butyrat abgebaut. Diese kurzkettigen Fettsauren wiederum dienen den 
Dickdarmepithelzellen, die insbesondere auf die luminale Zufuhr von Butyrat 
angewiesen sind, zur Aufrechterhaltung ihrer Struktur und Funktion. 

Hohe luminale Butyratspiegel im Kolon konnen au&erdem einen Schutzfaktor 
gegen kolorektale Erkrankungen darstellen. Wahrend Butyrat namlich in normalen 
Kolonozyteh das Wachstum uber eine Kette von Reaktionen steuert, die in 
normalen Kolonepithelzellen die Proliferation erhoht, scheint es die neoplastische 
Entwicklung von Kolonozyten zu unterdrucken. 

Resistente Starken kommen in der Natur nur in geringer Menge vor und entstehen 
wahrend der Rekristallisation (Retrogradation) verkleisterter Starke. Dabei bilden 
sich mikrokristalline Filamente, die ein Netzwerk ausbilden, wodurch eine 
enzymatische Hydrolyse verhindert wird. 

Resistente Starken, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung in 
Lebensmitteln sind seit langem bekannt. 

So beschreibt die US-A-3 729 380 die gezielte enzymatische Behandlung von 
Starke, um den Gehalt an hochverzweigtem Amylopektin zu reduzieren und den 
Anteil an kurzkettigen Amylosestrukturen, die gewohnlich eine starkere Tendenz 
zur Retrogradation und damit zur Bildung resistenter Starke als native Starken 
besitzen, zu erhohen. 

Die EP-A-0 564 893 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von RS-Produkten, 
bei dem eine wassrige Suspension einer Starke verkleistert und mit einem 
Enzym, das die a-1 ,6-glykosidischen Bindungen spaltet, entzweigt wird. Das 
entstandene Zwischenprodukt wird anschlieliend retrogradiert. 
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Die EP-A-0 688 872 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von RS-Produkten, 
bei dem eine wassrige Suspension einer partiell abgebauten, verkleisterten Starke 
enzymatisch entzweigt und das Zwischenprodukt retrogradiert wird. 

In der US-A-5 776 887 wird eine Lebensmittelzusammensetzung fur Diabetiker 
mit unterschiedlichen Kohlenhydratfraktionen offenbart, die unterschiediich sclinell 
absorbiert werden. Die langsam absorbierte Fraktion besteht dabei aus einer 
Maisstarke. die auch einen Gehalt an resistenter Starke aufweist. Die US-A-5 776 
887 stellt sich die Aufgabe, Kolilen hydrate uber einen langeren Zeitraum 
gleichmaSig freizusetzen, urn uberhohte Glucosespiegel zu vermeiden. 

Es besteht Jedoch weiterhin ein starker Bedarf an verbesserten Nahrungsmittein 
und Praparaten, die durch Zufuhr gesundheitsfordernder Stoffe das 
Wohlempfinden des Konsumenten steigern, einer fehlerhaften Ernahrung 
vorbeugen konnen und Krankheiten, beispieisweise ernahrungsbedingter Natur. 
heilen helfen. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es daher, Lebens- und Futtermittel (im 
folgenden koilektiv Nahrungsmittel genannt) einerseits sowie pharmazeutische 
und veterinarmedizinische Mittel (im folgenden koilektiv Arzneimittel genannt) 
andererseits bereitzustellen, die den Erhalt der Gesundheit fordern, das 
Wohlbefinden starken und zur Behandiung und/oder Vorbeugung von 
Erkrankungen, beispieisweise infolge von Mangelernahrung. bei Mensch oder Tier 
eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgabe wurde durch den Einsatz von wasserunloslichen linearen a-1 ,4-D- 
Glucanen in Kombination mit Lebens- oder Futtermitteladditiven zur Herstellung 
der oben genannten Produkte gelost. In diesem Sinne versteht sich die 
vorliegende Erfindung als Weiterentwicklung der alteren, nicht vorveroffentlichten 
DE-A-198 30 618, die die Verwendung wasserunloslicher a-1-4-D-Glucane zur 
Herstellung resistenter Starke beschreibt. 
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Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind demnach Zusammensetzungen, 
insbesondere zur Nahrungserganzung, die ein wasserunlosliches lineares a-1,4- 
D-Glucan und/oder eine daraus erhaltliche resistente Starke und wenigstens ein 
weiteres Lebens- oder Futtermitteladditiv enthalten. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Nahrungsmittel, die mit diesen 
Zusammensetzungen erhaltlich sind. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ferner die Verwendung resistenter 
1 0 Starke auf Basis wassemnlosiicher linearer a-1 ,4-D-Glucane als Ersatzstoff 
und/oder Kalorienreduktionsmittel in Nahrungsmitteln. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind schlieSlich die Verwendung 
resistente Starken auf Basis wasserunloslicher linearer a-1 ,4-D-Glucane als 
15 Arzneimittel und pharmazeutische oder veterinarmedizinische 
Zusammensetzungen, die solche resistenten Starken enthalten. 

Es wurde uberraschend gefunden, daS wasserunlosliche lineare a-1,4-D-Glucane 
bei der Retrogradation in groSer Menge hochresistente Starke, insbesondere vom 
2 0 Typ RS-III, liefern (Englyst et al. (Classification and measurement of nutritionally 
important starch Fractions, European Journal of Clinical Nutrition. 46 (SuppL 23) 
(1992) 33-50). 

Dies macht diese resistenten Starken als Ersatzstoff fur 
25 Nahrungsmittelinhaltsstoffe, insbesondere als Ballaststoffersatz und als 
Fettstoffersatz, und damit auch als Kalorienreduktionsmittel geeignet. 

Es wurde ferner gefunden, daS die aus wasserunloslichen linearen a-1,4-D- 
Glucanen erhaltliche resistente Starke beim Abbau im Dickdarm nicht nur zu einer 
30 groSen Menge kurzkettiger Fettsauren, sondern insbesondere auch zu einem 
hohen Anteii der besonders vorteilhaften Butyrate fuhrt. 
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Es wurde ferner gefunden, daS die aus wasserunloslichen linearen a-1,4-D- 
Glucanen erhSltliche resistente Starke in Kombination mit anderen Lebens- oder 
Futtermitteladditiven einen synergistischen oder symbiotisclien Effekt zeigt, Indem 
sich die Wirkungen der Komponenten gegenseitig verstarken. 

Unter wasserunloslichen linearen a-1,4-D-Glucanen werden im folgenden die 
nicht a-Amylase-resistenten Formen dieser Glucane verstanden. 

Unter wasserunieslichen a-1 ,4-D-Glucanen werden hierbei a-1,4-D-Glucane 
verstanden, die nach der Definition des Deutschen Arzneimittelbuches (DAB, 
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart, Gori-Verlag GmbH, Frankfurt, 
9. Auflage, 1987) entsprechend den Klassen 4-7 unter die Kategorien "wenig 
loslich", "schwer loslich", "sehr schwer loslich" und "praktisch unloslich" fallen. 

Die Wasserunloslichkett der erfindungsgemaS eingesetzten a-1 ,4-D-Glucane ist 
zweckm^Big derart, daB wenigstens 98%, insbesondere wenigstens 99.5%, der 
eingesetzten Polysaccharide unter Nomialbedingungen (T = 25''C +/- 20%; p = 
101325 Pascal +/- 20%) in Wasser unlSslich sind (entsprechend mindestens den 
Klassen 4 und 5 nach DAB). 

Vorteilhaft entspricht die Wasserunloslichkeit der eingesetzten a-1 ,4-D-Glucane den 
Klassen 6 oder 7 nach DAB. 



Unter linearen a-1,4-D-Glucanen werden a-1 ,4-D-Glucane verstanden, deren 
Verzweigungsgrad maximal 4% betrSgt, d.h. deren Hauptkette maximal vier 
Seitenketten auf 100 Monosaccharideinheiten aufweist. 

ZweckmaBig betragt der Verzweigungsgrad der wasserunloslichen linearen a-1,4- 
D-GIukane in 6-Position nicht mehr als 0,5 %. In 2- oder 3-Position betragt 
der Verzweigungsgrad nicht mehr als 1 % und insbesondere nicht mehr als 
0,5 %. 
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Besonders bevorzugt sind wasserunlosliche lineare a-1,4-D-Glucane. die keine 
Verzweigungen aufweisen bzw. deren Verzweigungsgrad so minimal ist, dafi er mit 
herkommlichen Methoden nicht mehr nachweisbar ist. 

Die gewichtsgemittelten Molekulargewichte (bestimmt mittels 
Gelpermeationschromatographie im Vergleich zu einer Eichung mit 
Pullulanstandard) der erfindungsgemaS verwendeten wasserunloslichen linearen a- 
1,4-D-Glucane konnen in einem weiten Bereich variieren. ZweckmaBig besitzen die 
als Ausgangsmaterial eingesetzten wasseruniosliciien linearen a-1,4-D-Glukane ein 
Molekulargewicht Mw von 0,75 x 10^ bis 10^ g/mol, bevorzugt von 10^ bis 10^ g/mol 
und besonders bevorzugt von 10^ bis 10^ g/mol. Ein ganz besonders vorteilhafter 
Bereich liegt zwischen 2 x 10^ g/mol und 8 x 103 g/mol. 

Besonders bevorzugt weisen die verwendeten wasserunloslichen linearen a-1,4-D- 
Glucane einen hohen Anteil an Polymeren mit einem Polmerisationsgrad zwischen 
1 0 und 35 auf. Vorteilhaft weisen wenigstens 25%, bevorzugt wenigstens 30% und 
besonders bevorzugt wenigstens 35% der eingesetzten a-1,4-D-Glucanmolekule 
einen Polymerisationsgrad von 10 bis 35 auf. 

Die Polydispersitat Mw/Mn der verwendeten wasserunloslichen linearen a-1,4-D- 
Glucane kann innerhalb weiter Bereiche variieren. Bevorzugte Werte fur die 
Polydispersitat liegen im Bereich von 1,01 bis 50, insbesondere von 1,5 bis 15. 
Die Verwendung von Glucanen mit niedrigerer Polydispersitat ist aber wegen der 
besseren Reproduzierbarkeit der erhaltenen Produkte bevorzugt. 

Die verwendeten a-1 ,4-D-Glukane konnen auch chemisch in an sich bekannter 
Weise modlfiziert sein, solange die Modifikationen im Hinblick auf die 
herzustellenden Nahrungs- und Arzneimittel unbedenklich sind. So konnen die a- 
1 .4-D-Glukane durch Veretherung Oder Veresterung in 2-, 3- Oder 6-Position in 
dem Fachmann bekannter Weise chemisch modifiziert sein. (s.a. Functional 
Properties of Food Components, 2nd edition, Y. Pomeranz, Academic Press 
(1991); Lehrbuch der Lebensmittelchemie, Belitz & Grosch, Springer Verlag 
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(1992); Citrat Starch Possible Application as Resistant Starch in Different Food 
Systems, B. Wepner et a!., European Air Concerted Action, Abstract: air3ct94- 
2203, Functional Properties of Non-digestible Carbohydrates, Pro Fibre-Tagung, 
LIssabon, Februar 1998, Seite 59). Bevorzugt werden jedoch chemisch 
unmodifizierte a-1,4-D-GIucane verwendet. 

Die erfindungsgemaB verwendeten wasserunloslichen linearen a-1 ,4-D-Glucane 
konnen beliebigen Ursprungs sein. 

Beispielsweise konnen die wasserunloslichen linearen a-1 ,4-D-Glucane aus 
naturlichen pflanzlichen und tierischen Quellen oderaus Mikroorganismen, die 
solche Glucane produzieren, durch konventionelle Isolierung und Aufreinigung 
erhalten werden. 

Da die meisten naturlichen Quellen die gewunschten wasserunloslichen linearen a- 
1 ,4-D-Glucane aber nicht in den gewunschten Mengen enthalten, werden diese 
Polysaccharide vorteilhaft auf biotechnischem Wege gewonnen. Beispielsweise 
konnen die naturlichen Produzenten der wasserunloslichen linearen Glucane 
gentechnisch derart manipuliert werden, daS sie im Vergleich mit dem 
unmanipulierten Organismus einen hoheren Anteil an nicht oder nur geringfugig 
verzweigten Polysacchariden enthalten. 

Die gewunschten wasserunloslichen linearen a-1 ,4-D-Glucane konnen auch aus 
hochverzweigten Glucanen durch chemische oder enzymatische Entzweigung, 
beispielsweise mit Entzweigungsenzymen wie Pullulanasen erhalten werden. 

Bevorzugt werden die erfindungsgemali eingesetzten a-1 ,4-D-Glucane durch 
Biotransformation oder biokatalytisch hergestellt. 

Unter Biotransformation oder biokatatytischer Herstellung wird hier verstanden, daS 
das wasserunlosliche a-1,4-D-Glucan in vitro durch katalytische Polymerisation von 
GlucosemolekQIen unter Einwirkung eines geeigneten Enzyms, insbesondere eines 
Enzyms mit Amylosucrase-Aktivitat, unter geeigneten Bedingungen hergestellt wird. 
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Ein vorteilhaftes biokatalytisches Verfahren zur Gewinnung wasserunloslicher 
linearer a-1,4-D-GIucane wird in der WO 95/31553 beschrieben, deren 
Offenbarungsgehalt ausdrucklich Gegenstand der vorliegenden Beschreibung ist. 
Nach dem Verfahren der WO 95/31553 wird das a-1 .4-D-Glucan mittels eines 
biokatalytischen Verfahrens aus Saccharose unter Einwirkung eines Enzyms mit 
Amylosucrase-Aktivitat, insbesondere mit einer Amylosucrase aus Bakterien der . 
Spezies Neisseria polysaccharea, hergestellt. Diese Enzyme katalysieren die 
Bildung von a-1,4-glykosidisch verknupften Glucanen, indem sie unter Freisetzung 
von D-Fructose den Glucosyirest des Saccharosemolekuls gemaS dem folgenden 
Reaktionsschema 

Saccharose + (a-1,4-D-Glucosyl)n — > D-Fructose + (a-1,4"D-Glucosy[)n+i 
auf die wachsende Polymerkette ubertragen. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Gewinnung wasserunloslicher linearer 
a-1,4-D-Glucane auf Grundlage des obigen Reaktionsschemas wird in der 
alteren, nicht vorveroffentlichten deutschen Patentanmeldung DE-A-198 27 978.1 
beschrieben, deren Offenbarungsgehalt ausdrucklich Gegenstand der 
vorliegenden Beschreibung ist. Hierbei werden die wasserunloslichen linearen a- 
1 ,4-D-Glucane aus Saccharose mittels Enzymen mit Amylosucrase-Aktivitat, 
bevorzugt aus Neisseria polysaccharea, in wassrigen, pufferfreien Systemen 
synthetisiert. Die Reaktion kann auch in Gegenwart eines wasserloslichen 
linearen oder verzweigten a-1,4-D-Glucans, beispielsweise eines wasserloslichen 
Dextrins oder einer wasserloslichen Amylose durchgefuhrt, da solche Glucane als 
Glucosylgruppenakzeptoren wirken. an denen das Enzym eine a-1,4- 
Glucankettenverlangerung katalysiert. 

Bel einer solchen Kettenverlangerung entstehen auch aus verzweigten 
Polysacchariden wasserunlosliche lineare Polysaccharide im Sinne der 
vorliegenden Erfindung, da der Verzweigungsgrad des Glucosylgruppenakzeptors 
mit zunehmender Kettenverlangerung, also zunehmendem Polymerisationsgrad 
stark abnimmt. Zu diesem Zweck wird die Saccharose in grofiem molaren 
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QberschuB zum Akzeptor eingesetzt. Auf diese Weise lassen sich a-1.4-D- 
Glukane mit einem Molekulargewicht im Bereich von 0,75 x 10^ g/mol bis 10^ 
g/mol herstellen. Die linearen oligomeren oder polymeren Akzeptoren konnen 
dabei entweder von auSen zugesetzt werden, sie konnen jedoch auch durch die 
Amylosucrase selbst aus Saccharose erzeugt werden. 

Die Bildung der resistenten Starke erfolgt durch Retrogradierung der 
nichtresistenten wasserunloslichen linearen a-1,4-D-Glucane. 

Die Retrogradierung der a-1,4-D-Glucane kann nach an sich bekannten Verfahren 
erfolgen, beispielsweise durch Erhitzen oder Extrusion. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Herstellung resistenter Starke wird in 
der aiteren, nicht vorveroffentlichten DE-A-198 30 618 beschrieben, auf die hier 
ausdrucklich Bezug genommen wird und deren Offenbarung Gegenstand der 
vorliegenden Beschreibung bildet. Dieses Verfahren ist einfach durchzufCihren 
und iiefert a-1,4-D-Glucanpraparationen mit einem hohen Anteil resistenter 
Starke. 

In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform entsprechend der genannten DE-A- 
198 30 618 erfolgt die Herstellung der resistenten Starke dadurch, daR zunachst 
eine waBrige Suspension oder Dispersion der a-1 ,4-D-Glucane hergestellt wird. 
Diese Suspension oder Dispersion wird anschlieRend erwarmt, beispielsweise auf 
eine Temperatur von 50°C bis 100°C, und dann wird der erhaltene Kleister auf 
eine Temperatur von vorzugsweise im Bereich von 35**C bis zum Gefrierpunkt 
abgekCihlt, bei der das a-1,4-D-Glucan retrogradiert, und dann gegebenenfalls 
getrocknet. 

Die Begriffe "Suspension", "Dispersion" und Kleister haben hierbei die dem 
Fachmann gelaufige Bedeutung (s.a. Rompp, Chemie-Lexikon, 9. Auflage, 
Thieme-Verlag). 

In einer anderen Ausfuhrungsform entsprechend der DE-A-198 30 618 erfolgt die 
Herstellung der resistenten Starke dadurch, daR die waBrige Suspension oder 
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Dispersion der a-1 ,4-D-Glucane eingefroren wird, wobei das a-1 ,4-D-Glucan 
retrogradiert wird. Nach dem Auftauen wird dann gegebenenfalls getrocknet oder 
entwassert. 

Die vollstandige oder teilweise Retrogradierung der wasserunlosliclien linearen a- 
1 ,4-D-Glucane und die Bildung resistenter Starke kann erfolgen, bevor die a-1 ,4- 
D-Glucane mit den Lebens- und Futtermitteladditiven zusammengegeben werden, 
sie kann walirend des Zusamnnenbringens der Bestandteile der 
Zusammensetzung erfolgen oder sie kann in der Mischung aus wasserunlosllchen 
linearen a-1,4-D-Glucanen, Additiven und gegebenenfalls weiteren Bestandteilen 
erfolgen. 

Unter Lebens- und Futtermitteladditiven werden hier sowohl Stoffe als auch 
Mikroorganismen verstanden, die Lebens- oder Futtermittein zur Beeinflussung 
Oder zur Erzielung bestimmter Eigenschaften oder Wirkungen zugesetzt werden. 
Darunter fallen insbesondere Additive, die einen positive Effekt auf die 
Gesundheit und das Wohlbefinden von Mensch und Tier haben. 

Die Lebens und Futtennitteladditive konnen Probiotika, Prebiotika oder sonstlge 
Zusatzstoffe seln. 

Unter Probiotika werden nicht-pathogene Mikroorganismen verstanden, die dem 
Lebens- Oder Futtermittel lebend oder in Sporenform zugesetzt werden und die 
die Darmflora positiv beeinflussen konnen. 

Beispiele fur als Probiotika geeignete Mikroorganismen sind insbesondere 
Bakterien und Pilze. Bevorzugte Mikroorganismen sind Milchsaurebakterien, 
insbesondere der Gattung Lactobacillus, beispielsweise Bifidobakterien, 
Mikroorganismen der Gattung Streptococcus, beispielsweise Enterococcus- 
Stamme, und Hefen, beispielsweise der Gattung Saccharomyces, insbesondere 
der Spezies Saccharomyces boulardii. 
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Unter Prebiotika werden nicht verdauliche Stoffe verstanden, die dem Lebens- 
oder Futtermittel zugesetzt werden und die das Wachstum von bestimmten 
Bakterien im Dickdarm fordern. 



Beispiele fCir Prebiotika sind insbesondere Ballaststoffe, beispielsweise 
Nalirungsfasern wie Oligo- und Polysccharide, beispielsweise Inulin, 
Oligofruktosen, Oligofructane und Fructo-Oligosaccharide. 

Sonstige Zusatzstoffe sind Vitamine und Provitamine, insbesondere Vitamin A, die 
Vitamine Bi, B2. B3. B5. Be, B9 und Bu, VitaminC, Vitamin D, Vitamin E, Vitamin F 
und Vitamin K; Antioxidantien; Ole, Fette und Fettsauren, insbesondere mehrfacli 
ungesattigte Fettsauren, beispielsweise Q-3-Fettsauren Oder essentielle 
Fettsauren wie Linol- und Linolensaure; sowie Krauter und Extrakte 

Bevorzugt konnen Kombinationen von a-1,4-D-Glucanen und/oder resistenter 
Starke und Lebens- und Futtermitteiadditiven eingesetzt werden, die einerseits die 
technischen Voraussetzungen zur Verarbeitung des Lebensmittels nicht 
verandern und andererseits das Eigenscfnaftsbild des Lebensmittels nicht 
wesentlich beeinflussen. Dies ist zum Beispiel der Fall, wenn der kalorische 
Haushalt des Lebensmittels durch die funktionelien Additive nicht verandert wird. 
Dies wird entweder erreicht, indem beide oder mehrere funktionelle Additive 
gegeniiber speziellen Eigenschaften neutral sind Oder der positive Oder negative 
Effekt des einen funktionelien Inhaltsstoffe durch den negativen oder positiven 
Effekt des anderen funktionelien Inhaltsstoffe gerade aufgehoben wird. 

Besonders vorteilhaft sind Zusammensetzungen, die neben dem 
wasserunlSsIichen linearen a-1,4-D-Giucan und/oder der resistenten Starke, die 
selbst ein Prebiotikum darstellt, Prebiotika enthalten. Bevorzugt ist das 
Probiotikum ein Bifidobakterium. Diese Kombination fuhrt zu einem unenwartete 
symbiotischen Effekt, indem die resistente Starke von den intestinalen 
Mikroorganismen unter Bildung kurzkettiger Fettsauren verdaut wird, die 
wiederum als NShrstoff fur die Bifidobakterien dienen und deren Proliferation 
fSrdern. 
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Die Herstellung der erfindungsgemaSen Zusammensetzungen kann durch 
einfaches Mischen erfolgen. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform dient das wasserunlosliche 
5 lineare a-1 ,4-D-Glucan Oder die daraus erhaltliche resistente Starke als Trager fur 
wenigstens ein Lebens- oder Futtermitteladditiv. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegt das wasserunlosliche lineare 
a-1 ,4-D-Glucan oder die daraus erhaltliche resistente Starke in Form von 
10 Mikropartikeln, insbesondere spharischen Mikropartikein vor, die ganz oder 
teilweise aus dem Glucan bestehen. Dies ist besonders vorteilhaft, wenn das 
wasserunlosliche lineare a-1 ,4-D-Glucan oder die daraus erhaltliche resistente 
Starke als Trager fur das Lebens- und Futtermitteladditiv dienen soil. 

15 Unter spharischen Mikropartikein werden hierbei annahernd kugelformige 

Mikropartikel verstanden, deren Abweichung in den Achsenlangen vom 
Ideatzustand einer Kugel, die durch von einem gemeinsamen Ursprung 
ausgehende, in den Raum gerichtete Achsen gleicher Lange, die den Radius der 
Kugel in alien Raumrichtungen definieren, beschrieben wird, nicht mehr als 40% 

20 betragt. Bevorzugt werden spharische Mikropartikel mit Abweichungen von nicht 
mehr als 25%, besonders bevorzugt nicht mehr als 15% venA/endet. 

Die spezifische Oberflache der Mikropartikel liegt zweckmaRig in einem Bereich 
von 1 m2/g bis 100 m^/g, bevorzugt von 1,5 m2/g bis 20 m2/g und besonders 
25 bevorzugt von 3 m2/g bis 10 m2/g. 

Der mittlere Durchmesser (Zahlenmittelwert) der Mikropartikel liegt zweckmafiig in 
einem Bereich von Inm bis 100 pm, bevorzugt von 100 nm bis 10 ym und 
besonders bevorzugt von 1 pm bis 5 pm. 

30 

Die Dispersitat D = d^/dn der Mikropartikel, worin dyy den Gewichtsmittelwert des 
Durchmessers und dp den Zahlenmittelwert des Durchmessers der Mikropartikel 
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bedeutet, liegt zweckmaSig in einem Berich von 1 bis 10, vorzugsweise von 1,5 
bis 5 und bevorzugt von 2 bis 3. Die Mittelwerte und dp sind definiert als 

dp = S nj X dj/S nj; und 
dw = Snj X dj2/2; nj x dj 

worin 

dj den Durchmesser der Partikel der Spezies i bedeutet; 
nj die Anzahl der Partikel 1 mit dem Durchmesser dj; und 
i einen fortlaufenden Parameter bedeutet. 

Der Begriff Gewicht steht in diesem Zusammenhang nicht fur Masse sondern fur 
ein gewichtetes Mittel, wodurch die groSeren Durclimesser einen hoheren 
Stellenwert erhalten. Durch den Exponenten 2 werden Durchmesser groRerer 
Partikel starker gewichtet. 

Die Bildung von Mikropartikein, die ganz oder teilweise aus resisteter Starke 
bestehen, kann beispielsweise durch einfaches Vermahlen der resistenten Starke, 
die aus dem oben beschriebenen Kleister erhalten wurde, erfolgen. 

Weitere Verfahren zur Herstellung von Mikropartikein werden in den alteren 
deutschen Patentanmeldungen DE-A-197 37 481.6. DE-A-198 39 214.1. DE-A- 
198 39 216.9 und DE-A-198 39 212.5 beschrieben. auf die hier ausdrClcklich 
Bezug genommen wird und deren Offenbarung ebenfails Bestandteil der 
vorliegenden Beschreibung bildet. 

Die Herstellung der bevorzugt spharischen Mikropartikel erfolgt zweckmaBig 
durch Losen der wasserunloslichen a-1,4-D-Glucane oder der daraus erhSitlichen 
resistenten StSrke in einem iebensmitteltechnologisch unbedenklichen 
Losungsmittel, beispielsweise durch Losen in wassrigem Alkali, Einbringen der 
Losung in ein Falimittel, vorzugsweise Wasser. Kuhlen des dabei entstehenden 
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Gemisches auf vorzugsweise 10°C bis -10°C und Abtrennen der gebildeten 
Mikropartikel. 

Struktur und Oberffache der Mikropartikel konnen durch die Art des Fallmittels 
gesteuert werden. Durch die Mitverwendung geeigneter, insbesondere in der 
Lebensmitteltechnologie zugelassener Zusatzstoffe, beispielsweise Zuckern wie 
Fructose, Saccharose und Glucose, kann ebenfalls EinfluS auf Struktur, GroSe 
und Oberfiache der Partikel genommen werden. 

Die Konzentration des a-1,4-D-Glucans Oder der resistenten Starke in der Losung 
kann in einem weiten Bereich variieren und betragt vorzugsweise ungefahr 0,1 bis 
1 g pro ml Losungsmittel. 

Mikropartikel mit einer nnittleren Grolie von 0,1 pm bis 3 pm lassen sich bei 
diesem Verfahren vorteilhaft erhalten, wenn nnan dem Falimittel ein 
heiBwasserlosliches a-D-Glucan zusetzt. 

Die Porositat der Mikropartikel laRt sich auch durch die Wahl des Verfahrens zur 
Herstellung des wasserunloslichen linearen a-1 ,4-D-Glucans steuern. So kann 
beispielsweise der Zusatz von Hilfsstoffen bei der biotechnologischen Herstellung 
der Polysaccharide die Porositat der aus solchen Polysacchariden erhaltenen 
Mikropartikel beeinflussen. Insbesondere wurde gefunden, daS die Porositat von 
Mikropartikeln, die ganz oder teilweise aus den wasserunloslichen linearen a-1,4- 
D-Glucanen gebildet werden, erhoht werden kann. wenn die Herstellung des 
Glucans aus Saccharose mittels Amylosucrase in Gegenwart eines 
Glucosylgruppenakzeptors, beispielsweise Dextrin, erfolgt. Dabei werden die 
Mikropartikel umso poroser. je hoher die Konzentration des 
Glucosylgruppenakzeptors bei der Biotransformation ist. 

Das Aufbringen der Lebens- und Futtermitteladditive auf das Tragermaterial kann 
beispielsweise bei fltissigen Lebens- und Futtermitteladditiven wie ungesattigten 
Fettsauren durch einfaches Mischen erfolgen. Die Additive konnen aber auch dem 
Fallbad zugegeben werden, aus dem man die Mikropartikel gewinnt. Bei der 
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Bildung der Mikropartikel adsorbieren die Additive dann auf der Oberflache der 
Partikel. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform werden die Lebens- und 
Futtermitteladditive mit den wasserunloslichen iinearen a-1,4-D-Glucanen oder 
der resistenten Starke wenigstens teilweise ummantelt Oder verkapselt. Auf diese 
Weise wird nicht nur die synergistische oder symbiotische Wirkung verstarkt, 
sondern auch ein zusatzlicher stabiiisierender Effekt erreicht. Besonders 
vorteilhaft 1st diese Ausfuhrungsfornn bei einer Kombination von 
wasserunloslichen Iinearen a-1,4-D-Glucanen und/oder resistenter Starke mit 
Probiotika, wobei die lebenden Organismen mittels einer Schicht aus resistenter 
Starke und gegebenenfalls anderen Polysacchariden verkapselt und dadurch 
aucli vor schadlichen Einflussen, die beispielsweise wahrend der Verarbeitung 
von Nahrungsnriittein auftreten, geschutzt werden. 

Die Ummantelung kann in an sich bekannter Weise durch wa&rige Dispersions- 
oder Suspensionsprozesse erfolgen. 

Die Zusammensetzungen konnen ausschlielSlich aus den wasserunloslichen 
Iinearen a-1,4-D-Glucanen und/oder den daraus erhaltlichen resistenten Starken 
und den jeweiligen Additiven bestehen oder weitere Zusatzstoffe, beispielsweise 
weitere Nahrungserganzungsmittel enthalten. 

Die erfindungsgemaSen Zusammensetzungen konnen die wasserunloslichen 
Iinearen a-1 ,4-D-Glucane in nicht a-Amylase-resistenter Form, in Form der 
daraus erhaltlichen resistenten Starke oder in Form von Mischungen daraus 
enthalten. 

In einer moglichen Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaRe 
Zusammensetzung die Glucane uberwiegend als wasserunlosliche lineare a-1,4- 
D-Glucane, also in nicht a-Amylase-resistenter Form. Solche 
Zusammensetzungen eignen sich beispielsweise zur Herstellung von 
Lebensmittein und Lebensmittelvorprodukten, in denen die resistente Starke erst 
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durch eine Weiterbehandlung Oder eine Verarbeitung vor dem Verzehr, 
beispielsweise durch Erwarmen, gebildet wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform enthalt die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung die Glucane uberwiegend in Form resistenter Starke. Solche 
Zusammensetzungen konnen den Nahrungsmittein beispielswise auch nach 
Verarbeitungsschritten wie Erwarmen oder Erhitzen zugegeben werden. In 
solclien Zusammensetzungen wird der Gehalt an resistenter Starke, bezogen auf 
die Gesamtmenge an a-1 ,4-D-Glucan, moglichst hoch gewahlt. ZweckmaBig 
betragt der Gehalt, wie bestimmt nach Engiyst (siehe supra), wenigstens 
25 Gew.-%, bevorzugt wenigstens 65 Gew.-%, insbesondere 75%, und 
besonders bevorzugt wenigstens 90 Gew.-%, insbesondere 95 bis 99 Gew.-% 
und mehr. 

Die erfindungsgemaSen Zusammensetzungen konnen in einer Vielzahl von 
Nahrungsmittein eingesetzt werden. Beispiele fur geeignete Lebensmittel sind 
Milch und Milchprodukte wie Yoghurt, Quark oder Schnitten und Pudding; Brot, 
Aufstriche, Getranke. Musliriegel. Cerealien, Kekse, Kuchen, Geback, SoRen, 
Nudein, Kartoffelpuree und andere Kartoffelgerichte wie Pommes Frites, Auflaufe, 
Verdicker, Designer Drinks, Getrankepuivern und Fertiggerichten, 

Resistente Starke auf Basis wasserunlosiicher linearer a-1,4-D-Glucane und ihre 
Zusammensetzungen konnen als Ersatzstoff fQr Nahrungsmittelinhaltsstoffe 
venA/endet werden, insbesondere als Fettstoffersatz. und damit als 
Kalorienreduktionsmittel dienen. Sie konnen auf diese Weise eine Zellstimulation 
bewirken und den Appetit beeinflussen. 

Der Abbau der resistenten Starke im Darm zu kurzkettigen Fettsauren, 
insbesondere zu besonders vorteilhaftem Butyrat, ihre Eignung als Ersatzstoff und 
die synergistischen und symbiotischen Effekte in Kombination mit anderen 
Lebens- oder Futtermitteladditiven sind jedoch nicht der einzige Vorteil bei der 
VenA^endung resistenter Starke in Nahrungsmittein. Resistente Starke kann 
namiich insbesondere zusammen mit anderen Lebens- oder Futtermitteladditiven 
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auch dazu benutzt werden, die Eigenschaften der Lebensmittel zu verbessern. So 
kann die erfindungsgemalie Zusammensetzung, abhangig von der Wahl der 
Additive, zu einer Erhohung der Gelbildung, einer Verbesserung der 
Flielieigenschaften, einer Erhohung oder Erniedrigung der Viskositat, einer 
Verbesserung des Sorptionsverhaltens, einer Erhohung oder Verringerung der 
Quelleigenschaften und einer Verbesserung der Verkleisterungstemperatur von 
Produkten ftihren, die Polysaccharide enthalten. Ebenso kann die 
erfindungsgemalie Zuamnnensetzung eingesetzt werden, um die Loslichkeit, die 
Transparenz und die Textur der Kieisterstruktur zu beeinflussen und die Warme-, 
Kalte-, Saure- und Scherstabilitaten der Produkte zu verbessern. Ferner kann der 
Einsatz der erfindungsgemaSen Zusammensetzungen die Filmbildungstendenz 
erhohen, die Gefrier- und Taustabilitaten positrv beeinflussen und die 
Verdaulichkeit verbessern. Daneben konnen auch kaschierende Effekte zum 
Tragen komnnen, die sich auf den geschmack, das sog. Mundgefuhl (mouth feel) 
Oder den Geruch begrunden. 

Die Tatsache, daS die aus wasserunloslichen iinearen a-1,4-D-Glucanen 
erhaltlichen resistenten Starken bei der Verdauung einen uberaus hohen Gehalt 
an fiir die Darmflora gCinstigen Butyraten liefert. macht diese Starke auch fiir die 
Verwendung in medizinischen und veterlnarmedizinischen Praparaten geeignet, 
insbesondere in Kombination mit anderen funktionelien Additiven, beispielsweise 
den oben erwahnten Lebens- und Futtermitteladditiven, aber auch zusannnnen mit 
anderen Heilmitteln. Die Verwendung von resistenter Starke auf Basis 
wasserunloslicher linearer a-1,4-D-GIucane als Arzneimittel, allein oder in 
Kombination mit anderen funktionelien Additiven, wirkt sich auf zahlreiche 
Krankheitsbiider positiv aus. So eignen sich Arzneimittel auf Basis der 
erfindungsgemalien resistenten Starke beispielsweise zur Behandlung von 
Herzerkrankungen, Magen-Darm-Erkrankungen, Arthritis, immunologischen 
Erkrankungen, mentalen Dysfunktionen, Nervenerkrankungen, psychischen 
Storungen, Schlafstorungen, Erkrankungen der Muskulatur, Krankheiten, die den 
Hormonhaushalt beeinflussen, Schilddrusenerkrankungen, Krankheiten der 
inneren Organe, Veranderungen des Blutbilds, Kreislauferkrankungen, Allergien, 
Hauterkrankungen und Erkrankungen, die auf Mangelernahrung zuruckzufuhren 
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sind. Ebenso konnen Praparate mit resistenter Starke als Appetitzugler eingesetzt 
werden. 

Dementsprechend ist resistente Starke auf Basis wasserunloslicher a-1 ,4-D- 
Giucane, allein oder in Kombination mit anderen funktionellen Additiven, auch als 
Arzneimittel einsetzbar, und zwar sowohl als Therapeutika 

als auch als Prophylaktika oder Diagnostika. Die medizinischen, resistente Starke 
enthaltenden Praparate konnen hierbei ubiiche Hilfs- und Tragerstoffe enthalten 
und in den Qblichen Darreichungsformen, belspielsweie in Form von Tabletten, 
Depot-Formulierungen oder Mittein mit kontrollierter Wirkstofffreisetzung 
vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele naher eriautert: 

Beispieie 

Beispiei 1 

Herstellung von a-1,4-D-Glucanen 

In ein 5-l-Gefa(J wurden 5 I einer sterilisierten 30%igen Saccharose Losung 
gegeben. Ein Enzymextrakt, der eine Amylosucrase aus Neisseria polysaccharea 
enthielt (WO-A-95/31553), wurde in einer Portion zugegeben und es wurde 
gemischt. Die eingesetzte Enzymaktivitat betrugt in diesem Experiment 148000 
Units. Das verschlossene GefaS wurde bei 37°C inkubiert. Wahrend der Dauer 
der Biotransformation bildete sich ein weiSer Niederschlag. Die Reaktion wurde 
nach 39 h beendet. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, bei -70''C eingefroren 
und anschlieSend gefriergetrocknet. Die Masse des gefriergetrockneten 
Feststoffes betrug 526,7 g (70,2 % Ausbeute). 

Zur Abtrennung niedermolekularer Zucker wurden 200 g des Feststoffes mit 
Wasser 30 min unter Ruhren bei Raumtemperatur gewaschen, bei -70 ^'C 
eingefroren und gefriergetrocknet. Der Gehalt an Fruktose und Saccharose wurde 
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nach LSsen des Feststoffes in DMSO durch einen gekoppelten enzymatischen 
Assay bestimmt und betrug 4,61 mg Fruktose pro 100 mg Feststoff (4, 6 %). Der 
Gehalt an Saccharose lag unter der Nachweisgrenze. 

Der Oberstand der Biotransformation wurde bei 95°C denaturiert. Nach Abkuhlen 
auf Raumtemperatur wurde erneut zentrifugiert. Der klare Oberstand wurde bei - 
70''C eingefroren und Gber 3 Tage bei 4 "C aufgetaut. Der so erzeugte 
Niederschlag wurde bei -70 "C eingefroren und gefriergetrocknet. 

Zur Abtrennung niedermolekularer Zucker wurden 39,5 g des Feststoffes mit 
Wasser 30 min unter Ruhren bei Raumtemperatur gewaschen, bei -70°C 
eingefroren und gefriergetrocknet. Der Gehalt an Fruktose und Saccharose wurde 
nach Losen des Feststoffes in DMSO durch einen gekoppelten enzymatischen 
Assay gemaB STITT et al. (Meth. Enzym., 174 (1989) 518 - 552) bestimmt und 
betrug 2,27 mg Fruktose pro 100 mg Feststoff. Der Gehalt an Saccharose lag 
unter der Nachweisgrenze. 

Beispiel 2 

Bestimmung des Molekulargewichts des nach Beispiel 1 erhaltenen Materials 

Es wurden 2 mg des a-1,4-D-Glucans aus Beispiel 1 bei Raumtemperatur in 
Dimethylsulfoxid (DMSO, p.a. von Riedel-de-Haen) gelost und filtriert. Ein Teil der 
L6sung wurde in eine Saule zur Gelpermeationschromatographie injiziert. Als 
Elutionsmittel wurde DMSO verwendet. Die Signalintensitat wurde mittels eines 
Rl-Detektors gemessen und gegen Pullulanstandards (Firma Polymer Standard 
Systems) ausgewertet. Die FluSrate betragt 1.0 ml pro Minute. 

Die Messung ergibt ein Zahlenmittel des Molekulargewichts (Mn) von 2.326 g/mol 
und ein Gewichtsmlttel des Molekulargewichts (Mw) von 3.367 g/mol. Die 
Wiederfindungsrate betreigt 100 %. 
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Beispjel 3 
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Bestimmung des RS-Gehaltes 

200 mg (Trockengewicht) des auf seinen RS-Gehalt zu analysierenden 
pulverfermigen Produktes wurden nach der Methods von Englyst et al. (Eur. J. 
Clin. Nutrition, 46 (1992) (Suppl. 2) S 33-550) zur Bestimmung des RS-Gehaltes 
mit der beschriebenen Enzymmischung bei pH 5,2 120 min inkubiert. Nach 
Beendlgung des enzymatischen Abbaus wurde die Aktivltat der Enzyme durch 
Erniedrigung des pH-Wertes auf einen Wert von 3 und der Temperatur auf 20''C 
gestoppt. AnschlieBend erfolgte durch Zugabe der4- 
fachen Menge an Ethanol die Einstellung einer 80%igen (v/v) ethanolischen 
LSsung. Die 80%ige ethanoiische Losung wurde 1 h bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Das Prazipitat wurde zentrifugiert (2500 x g, 10 min) und der 
Oberstand verworfen. Der Riickstand wurde dreimal mit 80%igem (v/v) Ethanol 
und einmal mit absolutem Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Der Riickstand 
wurde lyophilisiert und gewogen. Die Trockenmasse des Ruckstandes wurde 
bestimmt und der RS-Gehait nach folgender Gleichung berechnet: 

RS [%] = 100 X Gewicht des RQckstandes (Trockengewicht)/Einwaage 
(Trockengewicht) 

Beispiele 4 bis 7 

Ein lineares, naturidentisches a-1,4-D-Glukan nach Beispiel 1 wurde in wassriger 
L6sung erhitzt und ein Kleister gebildet. Dieser Kleister wurde auf 10 Gew.-% 
Feststoffanteil eingestellt und portioniert. Die Portionen wurden bei 4 und 25''C 
(Beispiel 5 bzw. 6) oder mit Hiife eines Stufenprogramms (Beispiel 7) 
retrogradiert. Des weiteren wurde das lineare Kohlenhydratpolymer aus dem 
Reaktionsansatz ausgefroren (Beispiel 4). Die retrogradierten Muster wurden 
getrocknet und die Bestimmung des RS-Gehaltes wie oben beschrieben 
durchgefOhrt. 
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Tabelle 1 illustriert den Einflu(J der Retrogradationstemperatur und -bedingungen 
auf den RS-Gehalt im Produkt, hergestellt aus einem 10-proz. Kleisterder 
verwendeten a-1,4-D-Glucane durch 24-stundige Retrogradation. 

5 Tabelle 1 

Beispiel Retrogradationstemperatur RS (Gew.-%) 

4 -70°C 78 ±4 

5 4X 70 ±2 
10 6 25°C 87 ±1 

7 Stufenprogramm 74 ± 3 

Das Beispiel in Tabelle 1 zeigt, dali die Retrogradationstemperatur den RS-Gehalt 
beeinfluRt. So fuhrt eine Retrogradation bei 25 °C zu einem deutiich hoheren RS- 
Anteil verglichen mit einer Retrogradation bei 4 °C. Durch Retrogradation bei -70 
15 °C erhalt man hingegen einen leicht hoheren RS-Anteil verglichen mit dem nach 
Retrogradation bei 4°C. 

Beispiel 8 

Bestimmung der Loslichkeit der von a-1,4-D-Glucanen und Klassifizierung nach 
20 Deutschem Arzneimittelbuch (DAB) 

564 mg a-1 ,4-D-Glucan aus Beispiel 1 wurden in ca. 0,5 I bidestilliertem Wasser 
bei 1,3 bar und 130 °C fur 1,5 Stunden in einem Autoklaven erhitzt (Apparat 
Certoclav). Von dem ReaktionsgefaS ist zuvor das Gewicht gemessen worden, 

25 Danach wird die Apparatur entspannt und bei Raumtemperatur abgekuhlt. Der 
Inhalt wird gewogen. Er entspricht 501,74 g. Nach weiteren 24 Stunden wird 
zentrifugiert und dekantiert. Der teste Rtickstand wird getrocknet und 
ausgewogen. Es sind 468 mg. Daraus errechnet sich ein geloster Anteil von 96 
mg. Bezogen auf das eingesetzte Losungsmittel errechnet sich daraus, daB fur 1 

3 0 mg a-1 ,4-D-Glukan 5226 mg Wasser notwendig sind. GemaB der Klassifizierung 
nach Deutschem Arzneimittelbuch ergibt sich daraus die Einteilung, daS diese 
Substanz "sehr schwer loslich" ist, da zwischen 1.000 und 10.000 Teilen 
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Losungsmittel notwendig sind, um 1 Teil der Substanz in Losung zu bringen. Dies 
entspricht der Loslichkeitsktasse 6 nach DAB. 

Beispiel 9 

5 Bestimmung der Loslichkeit von a-1,4-D-Glucanen und Klassifizierung nach 

Deutschem Arzneimittelbuch (DAB) 

Der Versuch wurde miteinem auf ahnliche Weise wie in Beispiel 1 erhaltenen a- 
1,4-D-Glucan entsprechend Beispiel 8 durchgefuhrt. Den einzigen Unterschied 
10 bildete ein KuhlprozeR, der nach der Autoklavbehandlung und dem Abkuhlen auf 
Raumtemperatur nachgeschaltet wurde. Das Substanzgemisch wird fur 3 Stunden 
bei 5 °C aufbewahrt. 

Es wurden 526 mg a-1,4.D-Glukan auf ca. 480 ml bidestilliertem Wasser 
15 eingewogen. Nach der thermischen Behandlung ergab sich eine Auswaage von 
468,09 g. Das getrocknete Sediment betrug 488 mg. Demnach waren 38 mg des 
a-1,4-D-Glukan in Losung gegangen. Dies entsprach einem Verhaltnis von 1 mg 
Substanz zu 12.305 Teilen Losungsmittel. Demnach war die Substanz nach 
dieser Behandlungsmethode in Klasse Nummer 7 nach DAB einzustufen und 
2 0 danach als praktisch unloslich zu klassifizieren, well mehr als 10.000 Teile 
Losungsmittel fur ein Teil Substanz benotigt wurden. 

Beispiel 10 

25 Herstellung von Musliriegein mit resistenter Starke 

Es wurden Musliriegel mit wechselnden Mengen resistenter Starke (RS) 
hergestellt. 

40% Honig 

30% Haferflocken 
6% Sonnenblumenkerne 
9% Haselnusse 
6% Haferfleks 
9% Schokoladeblattchen 



3 0 Grundrezept: 
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40% Honig 

30% Haferflocken 

6% Sonnenblumenkerne 

9% Haselnusse 

6% Haferfleks 

9% Schokoladeblattchen 

3% Amylose (RS) 



b) 40% Honig 

24% Haferflocken 

6% Sonnenblumenkerne 

9% Haselnusse 

6% Haferfleks 

6% Schokoladeblattchen 

9% Amylose (RS) 
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a) 



c) 36% Honig 

24% Haferflocken 

6% Sonnenblumenkerne 

9% Haselnusse 

6% Haferfleks 

6% Schokoladeblattchen 

9% Amylose (RS) 

4% Hochungesattigte Fettsauren 



d) 40% Honig 

21% Haferflocken 

6% Sonnenblumenkerne 

9% Haselnusse 

6% Haferfleks 

6% Schokoladeblattchen 

12% Amylose (RS) 



Die Zutaten wurden gut gemischt und ca. 4 Std. bei 70**C im Trockenschrank oder 
Ofen gebacken. Die Musliriegel waren auch bei einem Gehalt an resistenter 
Starke in ihrer Konsistenz von den Riegein nach dem Grundrezept nicht zu 
unterscheiden und wohlschmeckend. 
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Untersuchung der Bildung kurzkettiger Fettsauren (SCFA) durch in vitro- 
Fermentation der a-Amylase resistenten Anteile durch frisch entnommene 
Faecesproben. 

1 ml einer 5%igen Faecessuspension (15g frisch entnommenen Humanfaeces in 
50 ml Soerensen-Puffer, pH 6,5; Puffer aus Kaliumhydrogenphosphat und 
Dinatriumhydrogenphospat-Dihydrat) wurden in mit Stickstoff begasten Cryo- 
Rohrchen mit je 10 mg, durch enzymatische Hyrolyse isolierten, resistenten 
Strukturen entsprechend Beispiel 1 und, ais Vergleich, von Novelese, 
retrogradierter Maisstarke, National Starch & Chemical, USA, gemischt und 
homogenisiert. Die Fermentation erfolgte bei 37°C. Es wurden stundlich Proben 
entnommen und eingefroren. 

Die Konzentration an kurzkettigen Fettsauren wurde in einer Faecessuspension 
mit Hilfe der Gaschromatographie auf einer Kapiliarsaule (Carbowax 20M) unter 
Nutzung eines Temperatuiprogramms bestimmt. Als GC-System wurde eine HP 
5890 Series ll-Station mit HP 7673 GC/SCF-lnjektor, HP GC- 
Autosamplercontroller, Detektor FID; Software - HP Chemstation, verwendet. 
Helium wurde als mobile Phase benutzt. 

200 mg der Faecessuspension wurden mit der vierfachen Menge Wasser 
suspendiert und homogenisiert. Von dieser verdtinnten Arbeitsfaecessuspension 
wurde ein Teil fOr die Trockenmassebestimmung verwendet. 

500 mg der Arbeitsfaecessuspension wurden zentrifugiert. 100 )al des 
Oberstandes wurden mit 25 |liI 1M Natriumhydroxidlosung versetzt. Das 
verschlossenen GefaB wurde mit durchbohrtem Deckel in flussigen Stickstoff 
gegeben und gefriergtrocknet. Die getrocknete Probe wurde mit 100 ix\ 5M 
Ameisensaure und 400 ^l Aceton versetzt und auf einem Vortex geschuttelt. Die 
sich bildende organische Phase wurde in Vials eines Autosamplers dekantiert, die 
sofort verschlossen wurden. Aus ihnen wurde je 1 |al in eine GC injiziert. Als 
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externa Standards wurden Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, iso- 
Butterssaure, Valeriansaure und iso-Valeriansaure (Sulpeco) verwendet. 

Die Fermentation der resistenten Strukturen wurden parallel in 
5 Doppeifermentationsstudten durchgefuhrt. 

Die Fermentierbarkeit der eingesetzten Strukturen erwies sich ais unterschiedlich. 
Insbesondere unterschieden sich die Blldungsraten und die Spektren der 
kurzkettigen Fettsauren. 

10 

Durch in vitro-Fermentation der resistenten Strukturen entsprechend Beispiel 1 
wurden deutlich hohere Spiegel an kurzkettigen Fettsauren und an Butyrat in 
vergleichbaren Fernnentationszeiten erreicht. Wahrend durch Sstundige 
Fermentation der resistenten Strukturen entsprechend Beispiel 1 ein SCFA- 

15 Spiegel von ca. 2000 jamol/g Trockengewicht eingestellt wurde, wobei der 
Butyratgehalt ca. 60% betrug, lag der SCFA-Spiegel nach gleicher 
Fermentationszeit resistenter Strukturen aus Novelese nur bei ca 750 ^imol 
Trockengewicht. Das Butyrat war dabei mit einem Anteil von ca 35% vertreten. 
Durch die Fermentation resistenter Strukturen des erfindungsgemaB ais 

20 Ausgangsprodukt eingesetzten wasserloslichen a-1 ,4-D-GIucans wird also 

schneller und mehr Butyrat erzeugt ais durch resistente Starke von Novelese. 

Beispiel 12 

25 EinfluS einer Kombination von resistenter Starke und Bifido Bakterien auf die 
Aktivitat und das Wachstum von Bifidobakterien sowie Darmzellen 

Zur Austestung des Einflusses der Kombination von resistenter Starke und Bifido 
Bakterien auf die Darmflora wurden 10 g resistente Starke, hergestellt wie in den 
3 0 Beispielen 4 bis 7 beschrieben, an 5 gesunde Probanden zur oralen Aufnahme uber 
einen Zeitraum von 14 Tagen verabreicht. Die Proben wurden wahrend des 
FruhstQcks in Form eines Bifidobakterien enthaltenden Joghurts verzehrt, in den das 
Polyglucan eingeruhrt wurde (Joghurt LCi der Firma Nestle). Die Probanden hatten 
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ein Durchschnittsalter von 38,9 und ein durchschnittliches Gewicht von 67,3 kg. Die 
Untersuchungswerte wurden mit einer Kontrolle verglichen. Die Kontrollgruppe 
bestand aus den gleichen Probanden. Sie wurden 3 Monate vor derzweiten 
Untersuchung untersucht. Es wurde Joghurt mit Bifido Bakterien ohne RS 
aufgenommen. Bereits 10 Wochen vor dem Beginn der Kontrolluntersuchungung 
und in den etwa 10 Wochen von der Beendigung der ersten Kontrolluntersuchung 
bis zur zweiten Untersuchung (RS-Bifido) haben die Probanden keinen Joghurt Oder 
ahnliche Lebensmittel zu sich genommen, die Bifido Bakterien enthalten. 
Die absolute Menge an Bifido Bakterien wurde gemaR einer erstmals in der 
folgenden Literatur publizierten Methode bestimmt ("A Color Atlas of Anaerobic 
Bacteria", 1984, Seiten 53 - 65, T. Mitsuoka (Hrsg.). Verlag Kabushiki Kaisha 
Sobunsha, Tokyo, Japan (1984)). Die gewachsenen Kolonlen wurden in 
unterschiedlichen Medien kultiviert, nach dem Genotyp beurteilt und ausgezahlt. Die 
Gesamtsumme aller Mikroorganismen wurde als die Gesamtsumme der 
Mikroorganismen jedes einzeinen Probanden angenommen. Die relative Anzahl der 
Bifido Bakterien wurde bestimmt, in dem die Zahl bei der Auszahlung der Bifido 
Bakterien durch die Gesamtsumme dividiert und mit 100 muitipliziert wurde. Die 
relative Veranderung der Gesamtsumme der Bifido Bakterien wurde dadurch 
berechnet, daS die Zahl der Bifidos pro Gramm Faeces mit dem Gewicht der Faeces 
multipliziert wurde. Diese Zahl zu Beginn der Untersuchung wurde gleich 100 
gesetzt. Der Vergieichswert nach 14 Tagen wurde zu diesem Normwert jedes 
einzeinen Probanden in Beziehung gesetzt. Die Werte der Untersuchung sind in 
Tabelle 2 zusammengefaRt. Die relativen Anteiie der Bifido Bakterien werden als 
Mittelwerte uber die Zeit und die Probanden angegeben. Die relativen Anteiie Bifido 
Bakterien in der Gesamtzahl der Mikroorganismen wird als Wert zur Basis 100, dem 
Wert vor der Behandlung mit LCi Oder RS-Bifido, auf der Basis des 14-tagigen 
Endwerts angegeben. Die Ergebnisse zeigen, dali ein Anstieg der taglichen 
Faecesmenge auftritt und zwar ein hoherer Anstieg bei Verwendung von RS-Bifido. 
Die pH-Werte werden ca. um 0,5 abgesenkt. Weiterhin ist der positive EinfluS auf die 
Darmepithelzellen an dem starken Anstieg kurzkettiger Fettsauren erkennbar. Dieser 
Effekt wird mit den Bifidobakterien allein nicht beobachtet. 
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Herstellung von hier z.B. Polyglucan Platzchen mit verringertem Kaloriengehalt. 
a) Vergleichsbeispiel 

20 g Zucker und 50 g weiche Butter werden schaumig geschlagen. Dann werden ein 
halbes Ei, 50 g Weizenmehl, 30 g gemahlene Haselnusse, 1 Teeloffel, ein wenig 
Zitronenschaien, 1 Teeloffel Backpulver und 1 Teeloffel Vanillezucker hinzugegeben. 
Die Masse wird gut geruhrt, bis die Masse sehrtrocken und krumelig ist. Es wind ein 
wenig Milch hinzugegeben und verruhrt. so daG sich der Teig leicht aufnehmen laBt. 
Es wird je ein Teeloffel der Masse auf ein Backblech geben. Im vorgeheizten 
Backofen (HeiSluft) werden die Kekse bei 175°C ca. 15 Minuten gebacken. 

Herstellung von Backwaren mit Weizenmehl (Vergleichsbeispiel) und Polyglucan 
Platzchen 

b) 

Die Durchfuhrung erfolgt wie in Beispiel 13a anstelle des Zuckers (Saccharose) 
wurde ca. 20 g Polyglucan venA/endet (inklusive 1 Teeloffel Vanillezucker). Um eine 
akzeptable SuSe zu erreichen, wurde mit einem handelsublichen SuSungsmittel 
(z.B. Natreen) in aquivalenter Dosierung gesQSt. 

Testpersonen (8) bescheinigten, daB in dem mit dem Geschmack verbundenen 
Kriterien, wie Mundgefuhi, crisp-Effekt, Konsistenz, Klebrigkeit, BeiR- und Kaueffekte 
und -gefuhl und SuBe, kein erkennbarer Unterschied empfunden werden konnte, 
bzw. wenn eine Differenz ausgemacht wurde, daB diese nicht ais nachteilig gesehen 
worden ist. Die Backwaren in Form von Keksen sind wohlschmeckend. 
Damit ist eine Einsatzmoglichkeit ais 'bulking agent', als Zuckerersatzstoff, vor allem 
in Speisen. aber auch Getranken, etwa Milch-Getranke, Trinkyoghurts, gegeben. 
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Zusammensetzung, umfassend ein wasserunlSsliches lineares cui,4_d- 
Glucan und/oder eine daraus erhaitliche resistente Starke und wenigstens 
ein weiteres Lebens- Oder Futtermitteladditiv. 

Zusammensetzung nach Anspruch 1 , worin das wenigstens eine weitere 
Lebens- Oder Futtermitteladditiv ausgewalilt ist aus der Gruppe bestehend 
aus Probiotika, Prebiotika, Vitaminen und Provitaminen, Antioxidantien, 
Olen und Fetten und Fettsauren, sowie Mischungen daraus. 

Zusammensetzung nacli einem der Anspruche 1 oder 2, worin das 
wenigstens eine weitere Lebens- oder Futtemiitteladditiv ein Probiotikum, 
insbesondere ein Bifidobakterium ist. 

Zusammensetzung nacli einem der AnsprUche 1 bis 3, worin das 
wasserunlosliche lineare a-i ,4-D-Glucan und/oder die daraus erhaltliche 
resistente Starke als TrSgermaterial fCir das wenigstens eine Lebens- und 
Futtermitteladditiv fungiert. 

Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 4, worin das 
wasserunlosliche lineare a-i,4-D-Glucan und/oder die daraus erhaltliche 
Starke in Form von Mikropartikein vorliegt. 

Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 5, worin das Lebens- 
oder Futtenmitteladditiv von dem wasserunlosllchen linearen a-i ,4-0- 
Glucan und/oder der daraus erhaltlichen resistenten Starke wenigstens 
teilweise ummantelt ist. 

Zusammensetzung nach Anspruch 6, worin das wasserunlosliche lineare 
a-1,4-D-Glucan ein Molekulargewicht von 0,75 x 10^ bis 10^ g/mol, 

bevorzugt von 10^ bis 10^ g/mol und besonders bevorzugt von 10^ bis 10^ 
g/mol aufweisen. 
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Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 7 worin das 
wasserunlosliche lineare a-l,4-D-Glucan erhaltlich ist durch in-vitro 
Polymerisation von Glucose unter Einwirkung eines Enzyms mit 
Amylosucrase-Aktivitat. 

Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 8, welche ein 
Nahrungserganzungsmittel ist. 

Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9 
zur Herstellung von Nahmngsmitteln oder Nahrungsmittelvorprodukten. 

Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelvorprodukt, erhaltlich unter 
Venwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 9. 

Venwendung wasserunloslicher linearer a-i .4-D-Glucane und/oder daraus 
erhaitlicher resistenter Starke als Ersatzstoff und/oder 
Kalorrenreduktionsmittel in Lebensmitteln. 

Verwendung nach Anspruch 12, worin der Ersatzstoff ein Fettstoffersatz ist. 

Resistente Starke auf Basis wasserunloslicher linearer (x-i ,4-D-Glucane als 
Arzneimittel. 



Resistente Starke nach Anspruch 14, worin das Arzneimittel ein Magen- 
Darm-Mittel ist. 



Pharmazeutische oder veterinarmedizinische Zusammensetzung, 
umfassend einen Gehalt an resistenter Starke auf Basis wasserunloslicher 
linearer oui ,4-D-Glucane. 



Zusammensetzung nach Anspruch 16, ferner umfassend ein weiteres 
funktionelles Addltiv. 
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8. Zusammensetzung nach Anspruch 17, worin das funktionelle Additiv ein 
Lebens- oder Futtermitteladditiv ist, insbesondere ein Probiotikum, 
beispielsweise ein Bifidobakteriunn. 

9. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 17 oder 18, worin das 
funktionelle Additiv ein medizinischer Wirkstoff, insbesondere ein Heilmittel 
ist. 



Verwendung von resistenter Starke auf Basis wasserunloslicher linearer oc- 
1 .4-D-Glucane zur Herstellung eines Arzneimitteis zur Behandlung 
und/oder Vorbeugung von Magen-Darm-Erkrankungen. 
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